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研究成果の概要（和文）：アルツハイマー病は脳内におけるアミロイドβ(Aβ)の凝集と蓄積が発症の引き金となるた
め、Aβの凝集を阻害する物質は病気の予防薬や治療薬の有力候補となりうる。本研究では、量子ドットを用いたAβ凝
集体のイメージング法を応用し、Aβ凝集阻害物質の微量ハイスループットスクリーニング法（MSHTS法）を開発するこ
とに成功した。また、実際に本手法を用いて香辛料および海藻類からAβ凝集阻害物質の網羅的探索を行った。

研究成果の概要（英文）：The aggregation and accumulation of amyloid β protein (Aβ) is a key step in the 
pathogenesis of Alzheimer’s disease (AD), and therefore Aβ aggregation inhibitors may have preventive 
and/or therapeutic potential for AD. In this study, we developed a novel microliter-scale high-throughput 
screening (MSHTS) system for Aβ aggregation inhibitors using quantum-dot. Moreover, we tried to screen 
Aβ aggregation inhibitors by the MSHTS system from spice and seaweed extracts.

研究分野： ケミカルバイオロジー

キーワード： アミロイド　アルツハイマー　凝集阻害物質　スクリーニング　ハイスループット　量子ドット　イメ
ージング　認知症
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１．研究開始当初の背景	 
	 医学の進歩による高齢化の進展は、アルツ
ハイマー病等の神経変性疾患を原因とする
認知症の問題を顕在化させている。神経変性
疾患のうち、アルツハイマー病、パーキンソ
ン病、プリオン病などのアミロイド病ではア
ミロイドペプチドの凝集が病気の発症に関
与しているため（Salkoe et al., 2004）その凝
集を阻害する物質は病気の予防や治療に有
効であると考えられ、世界中でその探索が行
われている。これまでに凝集阻害効果を持つ
様々な物質が報告されており、近年ではクル
クミン、カテキン、イソフラボンなどのポリ
フェノール類が阻害活性を有することが注
目されている（Masuda et al., 2006）。しかしな
がら、これら既知の凝集阻害物質がどのよう
にアミロイドペプチドの凝集を阻害するの
か、そのメカニズムについての共通理解は得
られておらず、効果的な凝集阻害物質の分子
設計までは至っていない。そのため、現段階
では天然材料や化合物ライブラリーを対象
として広範にスクリーニングすることで活
性の高い凝集阻害物質を見つけ出し、これら
の凝集阻害メカニズムを系統的に解析する
ことが先決である。従来、アミロイドペプチ
ドの凝集阻害活性を評価する手法として、
（１）電子顕微鏡（EM）や原子間力顕微鏡
（AFM）で凝集体を直接観察する方法、（２）
凝集体形成による濁度変化を測定する方法、
（３）チオフラビン等の凝集体への結合によ
る蛍光強度の変化を測定する方法などが用
いられてきた。しかしながら、これらの手法
では多数のサンプルを同時に計測すること
は難しく、凝集阻害物質の網羅的なスクリー
ニングには適さない。 
	 そのような中、最近我々は量子ドットナノ
プローブを用い、アルツハイマー病の発症に
関与しているアミロイド ß（Aß）（Jonsson et al., 
2012）の凝集過程を蛍光顕微鏡下でリアルタ
イムイメージングすることに成功した
Tokuraku et al., 2009）。この方法は、量子ドッ
ト（QD）で蛍光標識した Aßペプチド（QDAß）
と未標識の Aß ペプチドと共凝集させ、その
過程を蛍光顕微鏡下で直接観察するもので
ある。本手法を用いて抗 Aß 抗体による Aß
凝集阻害効果を直接観察することが可能で
あったため（Tokuraku et al., 2009）、我々は本
手法を応用した Aß 凝集阻害物質の微量スク
リーニング法を提案した（Tokuraku & Ikezu 
2013）。 
 
２．研究の目的	 
	 上述したように、アルツハイマー病をはじ
めとする神経変性疾患は、脳内におけるアミ
ロイドペプチドの凝集と蓄積が発症の引き
金となる。そのため、アミロイドペプチドの
凝集を阻害する物質は病気の予防薬や治療
薬の有力候補となりうる。最近申請者は量子
ドットナノプローブを用いた蛍光顕微鏡下
でのアミロイド凝集過程のリアルタイムイ

メージングに成功し、これを応用したアミロ
イド凝集阻害物質の微量スクリーニング法
を提案した。本手法の最大の特徴は、顕微鏡
観察に必要な数マイクロリットルの微少量
で凝集阻害活性を評価できるため、安価およ
び迅速なハイスループット解析が可能なこ
とである。本研究では、（１）微量ハイスル
ープットスクリーニング法（MSHTS 法）の実
用化を目指して実験手法の確立を行うと共
に、（２）実際に本手法を用いてアミロイド
凝集阻害物質の網羅的スクリーニングを行
った。 
 
３．研究の方法	 
	 Aβ 凝集を可視化するために用いた量子ド
ットナノプローブ（QDAß）は、近年我々が
報告した手法（Tokuraku et al., 2009）に従っ
た。標識に用いた QD は以前報告した QD525
ではなく、より長波長側で励起でき 655 nm
の蛍光を発する QD655を用いた。まず、本可
視化法を応用しMSHTS法を開発した（図 1、
詳細な方法については研究成果に述べる）。
次に、実際に本手法を用いて Aß 凝集阻害物
質の探索を行った。 

 
図 1 量子ドットナノプローブを用いた Aβ凝集過程の可
視化と Aβ 凝集阻害物質の微量ハイスループットスクリ
ーニング（MSHTS）法の原理 
 
４．研究成果	 
(1)	 QDAβ を用いた Aβ 凝集阻害物質の
MSHTS法の開発	 
	 本研究では様々な夾雑物が含まれる天然
粗抽出物のスクリーニングにも適用できる
ように、長波長側で励起・観察できる、QD655
を用いることとした。そのため、まずは QD655
を用いて作成した QDAβを用いて Aβ凝集過
程を可視化できるかどうか確認した。その結
果、QD655を用いても QD525の場合と同様に、
Aβ 凝集体を蛍光顕微鏡で可視化できること
が確認できた（図 2）。 
	 凝集阻害活性を数値化するためには、凝集
体量を定量化する必要がある。前の報告で、
我々は凝集体量を定量化するために、共焦点
レーザー顕微鏡を用いて取得した凝集体の
3D情報から体積を見積もっていた（Tokuraku 
et al., 2009）。しかしながら、共焦点レーザー



顕微鏡による 3D 画像の取得には時間がかか
る上、一つのデータあたりの情報量も大きく
なってしまう。そこで、一般的な 2D の蛍光
顕微鏡画像から凝集体量を定量化すること
を試みた。 

 
図 2 QD655による Aβ凝集体の可視化 

	 QDAß存在下で Aßが凝集する際、凝集体
の中にQDAßが取り込まれ凝集体が明るい蛍
光として観察される（図 3A）。即ち凝集前は、
QDAßが溶液中に分散し、均一な蛍光画像と
なるが、凝集体が形成されることで蛍光画像
に明るさのばらつきが出てくる（図 3B）。実
際に蛍光顕微鏡画像のピクセルごとの明る
さのヒストグラムをとると、凝集前はほぼ同
じ明るさのピクセルばかりとなるが、凝集後
は暗いピクセルから明るいピクセルまで
様々な明るさのピクセルが存在し、そのばら
つきを示す標準偏差の値が大きくなる（図
3C）。我々はこの明るさのばらつき、すなわ
ち SD値を凝集体量の指標とできるのではな
いかと考えた。 

 
図 3 蛍光顕微鏡画像からの Aβ凝集体の定量化 

	 そこで、30 nM QDAß共存下、様々な濃度
の Aß を凝集させ（図 4A）、その SD 値を加
えたAß濃度に対してプロットした（図 4B）。
その結果、Aß濃度が 30 µM以下では Aß濃度
と SD値が相関し、SD値を Aß凝集体量の指
標として用いることができることが示唆さ
れた。30 µM以上では Aß凝集体の厚さが蛍
光顕微鏡の焦点深度を超え、ピンぼけの画像
が映り込んでしまうため、SD 値が小さくな
った。以上より、30 µMの Aß濃度で凝集阻

害実験を行えば、SD 値からおおよその凝集
体量を見積もることができることが明らか
になった。 

 
図 4 Aβ凝集体濃度と SD値の相関 

	 実際に SD 値から凝集体量を見積もること
ができるかどうか確認するため、Aß 凝集体
形成における時間依存的な SD 値の変化を測
定した（図 5）。その結果、共焦点レーザー顕
微鏡観察による凝集体体積の時間変化と同
様（Tokuraku et al., 2009）、遅滞期、伸長期、
定常期からなる典型的な凝集阻害曲線を描
くことができた（図 5）。以上の結果より、蛍
光顕微鏡画像の SD 値を指標として凝集体量
をおおよそ見積もることができることを証
明できた。 

 

図 5 Aβ凝集体形成における時間依存的な SD値の変化 

	 以上の予備検討を元に、次のような Aß 凝
集阻害物質の微量ハイスループットスクリ
ーニング法（MSHTS法）を確立した（図 7）。 

 

図 6 Aβ凝集阻害物質の MSHTS法の流れ図 

	 まず、凝集阻害物質や阻害候補物質を段階
的に希釈する。これに、最終濃度が 30 µM Aβ、
30 nM QDAßとなるように Aß溶液を添加し、
遠心分離でサンプル中に含まれる不溶性の



ゴミを除いた後、1536ウェルプレートに 5 µl
ずつ注入する。サンプルの乾燥とゴミの混入
を防ぐため、プレートをビニールテープで密
閉し、液面を水平にするためにプレート遠心
機で遠心分離する。その後、37 ℃、24 時間
インキュベートし、蛍光顕微鏡で凝集体の画
像を取得する。蛍光顕微鏡画像のピクセルご
との明るさのばらつきを SD 値として算出し、
縦軸に SD 値の相対値、横軸に添加した阻害
候補物質をプロットし、SD 値が阻害物質を
含まないコントロールの値の 50%となる値
を 50%効果濃度（EC50）として算出した。 
	 この MSHTS法を用い、Aß凝集阻害活性が
すでに報告されている様々なポリフェノー
ル類の凝集阻害活性を評価した。その結果、
本手法により EC50 値を評価できることが証
明された（結果は省略）。 
(2) MSHTS法を用いた香辛料からの Aβ凝集
阻害物質の探索 
	 MSHTS 法を用いて、香辛料エタノール抽出
物の抽出物から Aß 凝集阻害活性を評価した。
香辛料には様々な植物種由来のものが含ま
れており、多くの香辛料由来の生理活性物質
も知られている。また素材を安定な状態で、
安く入手できることも香辛料をスクリーニ
ング対象とした理由である。その結果、フト
モモ科およびシソ科の植物が高い Aß 凝集阻
害活性を示すことが明らかになった（図 7）。 
 次に、シソ科の中で特に活性が高かった、
タイム、サマーサボリー、スペアミントのう
ち、サマーサボリーから活性本体の探索に取
り組んだ。MSHTS法により決定した Aß凝集
阻害活性の EC50値を指標とし、溶媒分配、一
連のカラムクロマトグラフィー経て、Aß 凝
集阻害活性本体を単離した。単離した凝集阻
害活性本体の構造を決定したところ、ロスマ
リン酸であることが明らかになった。ロスマ
リン酸が Aß 凝集阻害活性を有することはす
でに報告されていたため、新規の発見ではな
かったが、本成果は MSHTS 法が Aß 凝集阻
害物質の網羅的スクリーニングの強力なツ
ールとして使用できることを証明したとい
える。 
(3) MSHTS法を用いた海藻類からの Aβ凝集
阻害物質の探索 
	 北海道沿岸に生息する海藻類 11 種類をエ
タノールおよび熱水で抽出し、Aß 凝集阻害
活性を MSHTS法により評価した。 
	 まず、エタノール抽出物の Aß 凝集阻害活
性を評価したところ、全ての海藻類のエタノ
ール抽出物が Aß 凝集阻害活性を有すること
が明らかとなった（図 8A）。しかしながら、
EC50値が数 mg/ml程度と、香辛料エタノール
抽出物で最も活性が高かったスペアミント
の 100倍程度の大きさであり、スペアミント
より著しく活性が低かった（図 8B）。 
	 次に海藻熱水抽出物の凝集阻害活性を
MSHTS 法によって評価した（図 9）。その結
果、蛍光顕微鏡画像で観察される Aß 凝集体
の形態がエタノール抽出物のものと比較し

て異なることが明らかになった（図 9A）。さ
らに、EC50値については、エタノール抽出物
のものより数値が小さく、スペアミントと同
程度の高い活性を有するものが見いだされ
た（図 9B）。 
 海藻熱水抽出物はエタノール抽出物と比較
し、粘性が高かったことから、熱水抽出物に
は多糖類が含まれることが予想された。この
多糖類が凝集阻害活性や凝集体の形状に影
響を与えたと考えられた。そこで、この仮説
を証明するため、熱水抽出物の中で活性が高
かったフノリとワカメ抽出物に 70% エタノ
ールを添加し、遠心分離することで、多糖類
を沈殿として除去した。多糖類を除去した熱
水抽出物を MSHTS法で評価したところ、Aß
凝集体の形状や凝集阻害活性がエタノール
抽出物の結果と同程度になった。以上の結果
より、海藻類に含まれる多糖類が Aß 凝集阻
害活性の EC50 や凝集体の形状に影響を与え
ることが明らかになった。 

 

図 7 MSHTS法を用いた香辛料抽出物の Aβ凝集阻害活
性の評価 



 
図 8 MSHTS法を用いた海藻エタノール抽出物の Aβ凝
集阻害活性の評価 

 
図 9 MSHTS法を用いた海藻熱水抽出物の Aβ凝集阻害
活性の評価 
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